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Передмова 
Основним напрямком курсу «Стійкі органічні забруднювачі в 
агросфері» є визначення ефективних заходів у рішенні проблеми 
СОЗ та моніторинг вмісту стійких органічних забруднювачів у 
агросфері. Завданням дисципліни є придбання навичок у виконанні 
зобов’язань, що прийняті Україною при приєднанні до 
Стокгольмської конвенції про стійкі органічні забруднювачі. 
Вивчення дисципліни забезпечує набуття компетентностей:  
- вміння користуватись нормативно-правовою базою та 
організовувати роботи відповідно до галузевих вимог безпеки 
життєдіяльності та охорони праці; 
- здатність забезпечувати стійке виробництво еко безпечної 
с/г продукції, мінімізувати негативний вплив техногенезу на 
довкілля. 
Дані методичні вказівки наводять 10 лабораторних робіт, що 
містять теоретичну частину та відповідні методики, а також список 
рекомендованої літератури до кожної роботи. 
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Робота № 1. Визначення забруднення ґрунту нафтою та 
нафтопродуктами 
 
Основні поняття 
 Суміші різних газоподібних, рідких і твердих вуглеводнів, 
які отримують з нафти і нафтових супутніх газів називають 
нафтопродуктами. Вони розподіляються на наступні групи: палива, 
нафтові масла, нафтові розчинники, тверді вуглеводні, бітуми 
нафтові, інші нафтопродукти. Проблема забруднення ґрунтів 
нафтопродуктами пов’язана з виникненням надзвичайних ситуацій, 
які супроводжуються їх аварійними виливами під час видобування, 
переробки, транспортування, зберігання та реалізації. Різні 
вуглеводні потрапляють у ґрунт на нафтобазах, бензозаправках і 
т.п. 
Із потраплянням до ґрунту сирої нафти та нафтопродуктів 
починається процес їх фракціонування та розкладу. При цьому, 
легкі фракції нафти поступово випаровуються в атмосферу. Деяка 
частина нафти механічно виноситься з водою за межі площі 
забруднення, що може спричинити забруднення підземних вод. 
Частина нафти піддається хімічному та біологічному окисненню. 
Нафта обволікає ґрунтові частки, ґрунт не змочується водою, 
гине мікрофлора, рослини не отримують належного живлення, 
частки ґрунту злипаються, а сама нафта поступово переходить у 
інший стан, її фракції стають більш окисненими, твердішають, та за 
високих рівнів забруднення ґрунт стає подібним до асфальтної 
маси. 
Відновлювати ґрунт у таких випадках надзвичайно складно. 
При малих рівнях забруднення допомагає внесення добрив, які 
стимулюють розвиток мікрофлори і рослин. У результаті нафта 
частково мінералізується, деякі її фракції входять у склад гумінових 
речовин і ґрунт відновлюється. Але за великих доз і тривалих 
термінах забруднення в ґрунті відбуваються глибокі, незворотні 
зміни морфологічних, фізіологічних, фізико-хімічних, 
мікробіологічних властивостей, а деколи і суттєві зміни ґрунтового 
профілю, що призводить до втрат забрудненими ґрунтами 
родючості та відчуження територій із сільськогосподарського 
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використання. В такому разі найбільш забруднені шари 
приходиться просто видаляти. 
Класифікацію ґрунтів за ступенем забруднення проводять за 
гранично допустимими концентраціями (ГДК) хімічних речовин та 
їх фонового забруднення. Коефіцієнт концентрації забруднення 
ґрунту розраховується за формулою: 
 
                             (1.1)  
 
де С – загальний вміст забруднюючих речовин; Сф – середній 
фоновий вміст забруднюючих речовин; Сгдк – гранично-допустимий 
вміст забруднюючих речовин. 
 За ступенем забруднення ґрунти поділяються на:  
- сильнозабруднені – ґрунти, в яких вміст забруднюючих 
речовин у декілька разів перевищує ГДК, мають низьку біологічну 
активність, суттєві зміни фізико-хімічних, хімічних та біологічних 
характеристик; 
- середньозабруднені – ґрунти, для яких характерне деяке 
перевищення ГДК без суттєвих змін їх властивостей;  
- слабкозабруднені – ґрунти, в яких вміст хімічних речовин 
не перевищує ГДК, але є вищим природного фону. 
За ступенем стійкості ґрунту до хімічних забруднюючих 
речовин та за характером реакцій відгуку ґрунти поділяються на: 
дуже стійкі; середньостійкі; малостійкі. 
Ступінь стійкості ґрунтів до хімічних забруднюючих речовин 
характеризується наступними основними показниками: гумусний 
стан ґрунту; кислотно-основні властивості; окисно-відновні 
властивості; катіонно-обмінні властивості; біологічна активність; 
рівень ґрунтових вод; частка речовин у ґрунті в розчиненій формі. 
 
Поряд проведення досліджень 
1. Для визначення вмісту нафтопродуктів у ґрунті ваговим 
методом відбирають пробу повітряно-сухого ґрунту вагою 30-100 г 
(див. роботу №1) та висушують до постійної ваги. Наважку ґрунту 
розміщують у колбу, додають хлороформ до вологого стану ґрунту. 
Потім кілька разів проводять екстракцію хлороформом. Для цього 
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додають 10-15 см3 хлороформу і перемішують. Процедуру 
проводять до отримання в останні порції безколірного екстракту. 
Екстракт збирають в колбу та закривають гумовим корком. 
Отриману хлороформну витяжку переносять у фарфорову чашку та 
випорюють на водяній бані або у витяжній шафі. 
2. Для очищення отриманого екстракту готують колонку, 
що являє собою скляну трубку висотою 12-15 см діаметром 1 см. У 
нижню частину колонки розміщують шар скляної вати товщиною 1 
см, потім заповнюють колонку оксидом алюмінію на 2-8 см та 
вкривають шаром скляної вати. Закріплюють колонку в штативі та 
за допомогою піпетки додають у неї 3-5 см3 гексану. Під носик 
колонки розміщують зважений на аналітичній вазі порожній 
стаканчик місткістю 50 см3. Фільтраційна колонка готова до роботи. 
3. Залишки хлороформу в стаканчику після випаровування 
розчиняють 5-10 см3 гексану та переносять у колонку. Стаканчик 
споліскують 3 рази 2 см3 гексану і теж переносять у колонку. Після 
закінчення фільтрації колонку промивають 2-3 порціями гексану 
(по 2-3 см3).  При отриманні гексанового розчину нафтопродуктів, 
звільненого від полярних з’єднань, гексан випаровується за 
кімнатної температури. Після повного видалення гексану стаканчик 
зважують. Зважування продовжують протягом певних проміжків 
часу до тих пір, доки вага стаканчика стане незмінною. 
4. Вміст нафтопродуктів (Х, мг/кг ґрунту) розраховують за 
формулою: 
                                              (1.2) 
 
де А – знайдена за різницею ваги стаканчика кількість 
нафтопродуктів, мг; В – наважка ґрунту, г. 
через відсутність встановлених ГДК при забрудненні ґрунтів 
нафтою та нафтопродуктами об’єктивна оцінка забруднення 
проводиться шляхом порівняння з фоном (природний стан). 
5. Роблять відповідні висновки про ступінь забруднення 
досліджуваного ґрунту нафтопродуктами. 
 
Обладнання, реактиви, матеріали: вага аналітична; 
фільтраційна колонка висотою 12-15 см; конічні колби ємністю 150 
7 
 
 
 
 
та 250 см3; хімічний стакан місткістю 50 см3; фарфорова чашка; 
водяна баня; сушильна шафа; мірний циліндр місткістю 10 см3; н-
Гексан (х.ч.); хлороформ (х.ч.); оксид алюмінію (безводний, ч. 
активований за t 600±10 ºС протягом 4 год.); скляна вата. 
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Робота № 2. Визначення вмісту сірководню в ґрунті, що 
забруднений нафтопродуктами 
 
Основні поняття 
За участі анаеробних мікроорганізмів у ґрунтів відбуваються 
різні процеси руйнування органічних речовин. Деякі бактерії 
використовують для окиснення органіки кисень сульфатів і 
виділяють при цьому сірководень. Такі процеси спостерігаються на 
болотах, у зонах припливів та відпливі, в гирлах річок, у деяких 
ґрунтах, де міститься велика кількість органічних речовин. 
Сірководень H2S – безколірний газ, розчинний у воді та 
органічних розчинниках, є сильним відновником. Водний розчин 
H2S має кислу реакцію і являється слабкою кислотою. ГДК 
сірководню в ґрунті 0,4 мг/кг. 
Дана методика призначена для визначення в ґрунті H2S у 
місцях, де постійно присутнє забруднення нафтопродуктами, 
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особливо в прибережних ґрунтах річок та інших водойм, до яких 
надходять стічні води, що містять нафтопродукти. 
Визначення засноване на окисненні сірководню йодом, який 
виділяється при взаємодії йодиду калію з KMnO4 в кислому 
середовищі. Нижня та верхня межа чутливості становлять 
відповідно 0,32 мг/кг та 2300 мг/кг ґрунту. Точність вимірювання 
25%. 
 
Поряд проведення досліджень 
1. До конічної колби вносять 100 г ґрунту, приливають 200 
мл бідистильованої води, колбу закривають корком та струшують 3 
хв. Після цього розчин фільтрують крізь складчастий фільтр. 
2. 100 мл отриманого фільтрату вносять до конічної колби і 
додають декілька крапель H2SO4, приливають 1 мл 10% розчину  
KCl, збовтують та приливають з бюретки 0,01 М розчин KMnO4 до 
появи жовтого забарвлення.  
3. Надлишок йоду відтитровують розчином Na2S2O3, 
додаючи до кінця титрування кілька крапель 1% розчину крохмалю. 
4. Різницю між об’ємами прилитого 0,01 М розчину KMnO4 
та розчину Na2S2O3, що пішов на титрування, відповідає кількості 
0,01 М розчину йоду, що витратився на окиснення H2S у 100 мл 
фільтрату: 1 мл 0,01 н розчину йоду відповідає 0,17 мг H2S. 
5. Наприклад, якщо різниця між об’ємами 0,01 М KMnO4 та 
розчину Na2S2O3, що пішов на титрування становить 3 мл, то вміст 
H2S у 100 мл фільтрату становить: 0,17 ∙ 3 = 0,51 мг. У 200 мл 
фільтрату, тобто в 100 г ґрунту міститься 1,02 мг H2S. Звідси: 
концентрація (С, мг/кг) у ґрунті H2S становить:  
                        (2.1) 
 
6. Одночасно з аналізом зразку ґрунту визначають його 
вологість (див. роботу №2) для перерахунку на абсолютно сухий 
ґрунт 
7. Після з’ясування вологості досліджуваного ґрунту (W, % з 
точністю до 0,1%), проводять уточнені розрахунки.  
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8. Концентрація досліджуваної речовини (H2S) у ґрунті 
визначається як: 
                                        (2.2) 
 
де А – кількість досліджуваної речовини, визначеної в пробі, мкr/кг; 
В – маса досліджуваного ґрунту, г; К – коефіцієнт перерахунку на 
абсолютно сухий ґрунт: 
                                    (2.3) 
 
9. Проміжні та основні результати фіксують у журналі 
(щоденнику спостережень) та роблять відповідні висновки та 
узагальнення. 
 
Обладнання, реактиви, матеріали: апарат для збовтування; 
папір фільтрувальний; конічна колба на 200 мл з корком; піпетка на 
1 мл; бюретки для титрування; лійка; бюкс; сушильна шафа; 
ексикатор (конц. H2SO4 або зневоднений CaCl2); калій перманганат  
KMnO4, х.ч., 0,01 М розчин; натрій тіосульфат Na2S2O3 0,005 М 
розчин: розчиняють 0,79 г у колбі ємністю 1 л у бідистильованій 
воді; сірчана кислота H2SO4 щільн. 1,84 г/см3, розведена 1:3; калій 
йодид KI, х.ч., 10% розчин; крохмаль розчинний, 1% розчин. 
 
Рекомендована література 
1. Федорова А.И., Никольская А.Н. Практикум по экологии и 
охране окружающей седы: Учебн. Пособие для студ. высш. учебн. 
Заведений. М.: Гуманит. Над. Центр ВЛАДОС,  2001. – 288 с. 
2. Корнєєнко С.В. Дослідження складу, фізичних і фізико-
хімічних властивостей ґрунтів: навчальний посібник /С.В. 
Корнєєнко/ [Електронний ресурс]. Режим доступу: 
geol.univ@kiev.ua – К. , 2016. – 217 с. 
3. Мойсейченко В.Ф. Єщенко В.А. Основи досліджень в 
агрохімії.- К.: Вища школа, 1994.- 334 с. 
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Робота №3.  Динаміка форм азоту в водоймах та визначення 
вмісту аміаку за Неслером 
 
Основні поняття 
У природній воді аміак утворюється при розкладі 
азотовмісних органічних речовин. Добре розчинний у воді з 
утворенням гідроксиду амонію. В санітарно-гігієнічній практиці, 
поряд з такими обов’язковими показниками як окислюваність, 
кількість бактерій і БСК, визначають концентрації трьох сполук 
азоту: аміаку, нітратів та нітритів. 
Це необхідно робити тому, що форми азоту не тільки 
індикатори органічного забруднення водойм і ступеня їх 
мінералізації, а й індикатори їх токсичності. 
У літературі описано багато випадків в країнах Європи, 
Америки токсичного ціанозу у немовлят зі смертельними 
наслідками, які супроводжувались метагемоглобінемією. Причиною 
захворювання був високий вміст нітратів у воді, яка 
використовувалась для розбавлення дитячої суміші при штучному 
годуванні дітей. 
Аміак накопичується у воді в процесі дезамінування в 
результаті протеолізу білків рослинного і тваринного походження, 
яке здійснюють гетеротрофні гнилості (амоніфікуючі) бактерії в 
аеробних і анаеробних умовах в результаті автолізу клітин. Потім 
аміак окислюється мікроорганізмами в аеробних умовах до 
нітритів. Цю функцію здійснюють бактерії роду Nitrosomonas. 
NНз+О2+СО2 → НNО2 + [СН2О] 
Нітрити, внаслідок дії бактерій роду Nitrosomonas на другому 
етапі процесу нітрифікації, окислюються до нітратів, які являються 
основою для живлення рослин: 
НNО2 + О2 + CО2 → НNО3 + [СН2О] 
Таким чином, гнилостні бактерії і нітрифікатори 
здійснюють процес самоочищення водойм і являються однією з 
основних ланок в кругообігу азоту водойм.  
Якщо взяти воду в якусь посудину, поставити її за кімнатної 
температури, то через деякий час буде спостерігатися посилення 
запаху аміаку у воді. Це свідчить про її органічне забруднення, тому 
що в цій воді посилюються бактеріальні процеси розкладу 
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органічних речовин з виділенням аміаку.  
Метод визначення аміаку оснований на утворенні сполуки 
жовтого кольору йодистого меркурамонію, яка утворюється при 
взаємодії іона NН4
+
 з реактивом Неслера згідно рівняння: 
NНз + 2К2 (НgІ4) + З КОН → 7КІ + 2Н2О + NН2Нg2ОІ 
 
Порядок проведення досліджень 
1. В мірну колбу на 100 мл наливають на 2/3 досліджуваної 
води. До досліджуваної води приливають 2 мл сегнетової солі і 2 мл 
реактиву Неслера. Розчин ретельно перемішують, доводять до мітки 
досліджуваною водою і через 5 хвилин відстоювання 
фотоколориметрують. Світлофільтр - 440 нм, кювета з товщиною 
поглинаючого шару 10 мм. 
2. Паралельно готують і холосту пробу (дистильована 
вода з додаванням усіх реактивів). Розрахунок проводять за 
формулою : 
Х= 100 · C / V                          (3.1) 
де Х - кількість аміаку в мг/дм3; С - концентрація аміаку, 
визначена за калібрувальним графіком, мг/дм3; V - об’єм води, який 
взятий для визначення, мл. 
Рибогосподарський норматив для вод першої категорії 
водокористування по аміаку дорівнює 0,5-0,75 мг/дм3. Норматив 
для питної води становить 0,5 мг/дм3. Екологічний оптимум для 
водойм - 0,5 - 0,75 мг/дм3. 
3. Для перерахунку NН3 в загальний азот отриманий 
результат ділять на коефіцієнт 1,285:  
К = Мг(NН4
+) / Мг(N) = 1,28                              (3.2) 
де Мг(NН4
+
) - молекулярна вага NН4
+
; Мг(N) - молекулярна 
вага N.  
4. Отримані результати представляють у вигляді таблиці 1. 
Таблиця 1 
Результати аналізу заносимо в таблицю 
Досліджу-
вані 
зразки 
води 
Об’єм води, 
взятий для 
визначення, 
мл 
Концентрація 
NН4
+,визначена 
за графіком, 
мг/л 
Концентрація 
NН4
+, мг/л 
Концент-
рація 
NН4
+, мг 
N/л 
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Обладнання, реактиви, матеріали: мірні колби на 100 мл;  
піпетки на 2 мл; кювети на 10 мл; КФК – 2; сегнетова сіль; реактив 
Неслера. 
Рекомендована література 
1. Вода питьевая. Методы анализа. Государственные 
стандарты Союза ССР. – М., 1984. – 348 с. 
2. Куценко С.А. Основы токсикологии / С.А. Куценко // – С. 
Пб., 2002. – 818 с. 
3. ДСанПіН 2.2.4-171-10 «Гігієнічні вимоги до води питної, 
призначеної для споживання людиною» від 1 липня 2010 р. за № 
452/17747. 
4. ДСТУ ISO 8466-1-2001 Якість води. Визначання 
градуювальної характеристики методик кількісного хімічного 
аналізу. Частина 1. Статистичне оцінювання лінійної градуювальної 
характеристики (ISO 8466-1:1990, IDT). Київ: Український науково-
дослідний інститут екологічних проблем (УкрНДІЕП). 2003. – 11 с. 
 
Робота №4. Визначення нітритів за Гріссом 
 
Основні поняття 
Нітрити є проміжною ланкою в ланцюзі бактеріальних 
процесів окислення амонію до нітратів (нітрифікація - тільки в 
аеробних умовах) і, навпаки, відновлення нітратів до азоту та 
аміаку (денітрифікація - при нестачі кисню). Подібні окислювально-
відновні реакції характерні для станцій аерації, систем 
водопостачання і власне природних вод. Крім того, нітрити 
використовуються в якості інгібіторів корозії у процесах 
водопідготовки технологічної води і тому можуть потрапити і в 
системи господарсько-питного водопостачання. Широко відомо 
також застосування нітритів для консервування харчових продуктів. 
У поверхневих водах нітрити знаходяться в розчиненому 
вигляді. У кислих водах можуть бути присутні невеличкі 
концентрації азотистої кислоти (HNO2) не дисоційованої на йони. 
Підвищений вміст нітритів вказує на посилення процесів 
розкладання органічних речовин в умовах більш повільного 
окислювання NO2
-
 в NO3
-, що вказує на забруднення водного 
об'єкта, тобто є важливим санітарним показником. 
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Концентрація нітритів у поверхневих водах складає соті (іноді 
навіть тисячні) частки міліграма в 1 дм3; у підземних водах 
концентрація нітритів звичайно вище, особливо у верхніх 
водоносних горизонтах (соті, десяті частки міліграма в 1 дм3). 
Сезонні коливання вмісту нітритів характеризуються 
відсутністю їх зимою і появою навесні при розкладанні неживої 
органічної речовини. Найбільша концентрація нітритів 
спостерігається в кінці літа, їхня присутність пов'язана з активністю 
фітопланктону (встановлена  здатність діатомових і зелених 
водоростей відновлювати нітрати до нітритів). Восени вміст 
нітритів зменшується. 
Для нітритів ГДКв/г встановлена в розмірі 3,3 мг/дм
3
 у вигляді 
йона NO2
-
 або 1 мг/дм3 у перерахунку на азот. ГДКр/г - 0,08 мг/дм
3
 у 
вигляді йона NO2
-
 або 0,02 мг/дм3 у перерахунку на азот. 
Відповідно до вимог глобальної системи моніторингу стану 
навколишнього середовища (ГСМНС/GEMS) нітрит і нітрат-іони 
входять у програми обов'язкових спостережень за складом питної 
води і є важливими показниками ступеня забруднення і трофічного 
статусу природних водойм. 
Однією з особливостей розподілу нітритів по глибині водного 
об'єкта є добре виражені максимуми, звичайно поблизу нижньої 
межі термоклину і в гіполімніоні, де концентрація кисню 
знижується найбільш різко. 
 
Поряд проведення досліджень 
1. У мірну колбу на 100 мл наливають на 2/3 досліджуваної 
води. Паралельно готують холостий дослід з дистильованою водою. 
В колбу приливають 5 мл реактиву Грісса. Розчин перемішують, 
доводять досліджуваною водою до мітки і через 20 хвилин 
фотоколориметрують. 
2. Розрахунок проводять за формулою: 
Х= 100 · C / V                 (4.1) 
де Х - кількість нітритів в мг/дм3; С - концентрація нітритів, 
визначена за калібрувальним графіком, мг/дм3; V - об’єм води, який 
взятий для визначення, мг/дм3.  
3. Для перерахунку NO2
-
 у мг/дм3 на NO2
-
 у мгN/дм3 
отриману величину ділять на коефіцієнт 3,28.   
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Рибогосподарський норматив для 1-ої категорії 
водокористування становить 0,022 мгN/дм3; для питної води - 
мгN/дм3; екологічний оптимум - до 0,022 мгN/дм3. 
4. Результати аналізу заносять у таблицю 4.1. 
Таблиця 4.1 
Результати аналізу визначення нітритів у пробах води 
Досліджу-
вані зразки 
води 
Об’єм води, 
взятий для 
визначення, 
мл 
Концентра-
ція NО2, 
визначена за 
графіком, 
мг/л 
Концентрація 
NО2
-, мг/л 
Концентрація 
NО2
-, мг N/л 
 
 
    
 
Обладнання, реактиви, матеріали: мірні колби на 100 мл; 
кювета на 10 мм; піпетки на 5 мл; КФК -2; реактив Грісса; 
дистильована вода. 
 
Рекомендована література 
1. Мацнєв А.І., Проценко С.Б., Саблій Л.А. Моніторинг та 
інженерні методи охорони довкілля : Навчальний посібник Рівне : 
ВАТ «Рівненська друкарня», 2000. – 504 с. 
2. Мацнєв А.І., Проценко С.Б., Саблій Л.А. Практикум з 
моніторингу та інженерних методів охорони довкілля. Рівне : ВАТ 
«Рівненська друкарня», 2002. – 460 с. 
3. Санитарные правила и нормы охраны поверхностных вод 
от загрязнения. (СанПиН № 4630-88); 04.07.88 г. – 69 с. 
4. Обобщенный перечень предельно-допустимых 
концентраций (ПДК) и ориентировочно безопасных уровней 
воздействия (ОБУВ) вредных веществ для воды 
рыбохозяйственных водоемов. – М. : Главрыбвод Минрыбхоза 
СССР, 1990. – 96 с. 
5. Никаноров А. М. Гидрохимия : учеб. для вузов по спец. 
«Гидрология суши».  СПб. : Гидрометеоиздат, 2001. – 444 с. 
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Робота №5. Визначення нітратного азоту 
 
Основні поняття 
Присутність нітратних йонів у природних водах пов'язана з: 
процесами нітрифікації амонійних йонів за участі кисню під дією 
нітрифікуючих бактерій; атмосферними опадами, які поглинають 
утворені при атмосферних електричних розрядах оксиди азоту 
(концентрація нітратів в атмосферних опадах сягає 0,9 - 1 мг/дм3); 
промисловими і господарсько-побутовими стічними водами, 
особливо після біологічного очищення, коли концентрація сягає 50 
мг/дм3; стоком із сільськогосподарських угідь на яких 
застосовуються азотні добрива. 
Головними процесами, спрямованими на зниження 
концентрації нітратів, є споживання їх денітрифікуючими бактеріям 
і фітопланктоном, які за нестачі кисню використовують кисень 
нітратів для окислювання органічних речовин. 
У поверхневих водах нітрати знаходяться в розчиненій формі. 
Концентрація нітратів у поверхневих водах схильна до сезонних 
коливань: мінімальна у вегетаційний період, вона збільшується 
восени і досягає максимуму зимою, коли при мінімальному 
споживанні азоту відбувається розкладання органічних речовин і 
перехід азоту з органічних форм у мінеральні. Амплітуда сезонних 
коливань може служити одним з показників евтрофікації водного 
об'єкта. 
У незабруднених поверхневих водах концентрація нітрат-
йонів не перевищує величин порядку мікро десятків в 1 мгN/дм3. З 
посиленням евтрофікації абсолютна концентрація нітратного азоту і 
його частки у сумі мінерального азоту зростають, досягаючи n·10-1 
мг/дм3.  
У незабруднених підземних водах вміст нітратних іонів 
звичайно виражається сотими, десятими частками міліграма і рідше 
одиницями міліграмів у 1 дм3. Підземні водоносні пласти більш 
схильні до нітратного забруднення, ніж поверхневі водойми. 
За тривалого вживання людиною питної води і харчових 
продуктів, що містять значні кількості нітратів (від 25 до 100 мг/дм3 
по азоту), різко зростає концентрація метгемоглобіну в крові. Вкрай 
важко протікають метгемоглобінемії у грудних дітей (насамперед, 
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на штучному вигодовуванні молочними сумішами, приготованими 
на воді з підвищеним - порядку 200 мг/дм3 - вмістом нітратів) і в 
людей, що страждають серцево-судинними захворюваннями.  
Присутність нітрату амонію в концентраціях порядку 2 мг/дм3 
не викликає порушення біохімічних процесів у водоймі; гранична 
концентрація цієї речовини, що не впливає на санітарний режим 
водойми, 10 мг/дм3. Шкідливі концентрації сполук азоту (у першу 
чергу, амонію) для різноманітних видів риб складають величини 
порядку сотень міліграмів у 1 дм3 води. 
Визначення нітратів проводять за методом, який базується на 
взаємодії нітратів з дисульфофеноловою кислотою: 
3НNO3 + C6H3(HSO3)2OH   → C6H2(NO2)3OH + 2H2SO4 + H2O 
Пікринова кислота, що утворюється переводиться в пікрат 
амонію, забарвлений у жовтий колір:      
C6H2(NO2)3OH + NH4OH  →  C6H2(NO2)3ONH4 + H2O 
 
Порядок проведення досліджень 
1. Залежно від вмісту у воді нітратів відбирають піпеткою від 
10 до 100 мл досліджуваної води і наливають у фарфорову чашку. 
Воду випарюють досуха. В охолоджену чашку обережно 
приливають 1 мл дисульфофенолової кислоти і ретельно 
перемішують скляною паличкою. Через 10 хвилин додають 10 мл 
дистильованої води та приблизно 10 мл 20% розчину їдкого калію 
(до лужної реакції). При наявності нітратів з’являється жовте 
забарвлення. Рідину переносять в мірну колбу на 100 мл, доливають 
до риски дистильованою водою і фотоколориметрують при довжині 
хвилі 440 нм. Паралельно готують холосту пробу (з дистильованою 
водою).  
2. Розрахунок здійснюють за формулою: 
                            Х= 100 · C / V                                            (5.1) 
де Х - кількість нітратів в мг/дм3; С - концентрація нітратів, 
визначена за калібрувальним графіком, мг/дм3; V - об’єм води, який 
взятий для визначення, мл. Для перерахунку NO3
-
 у мг/дм3 на NO3
-
 у 
мгN/дм3 отриману величину ділять на коефіцієнт 4,43.  
Рибогосподарський норматив для 1-ої категорії 
водокористування становить 1,0-0,75 мг N/л; для питної води - 0,75 
мг N/л; екологічний оптимум -  0,75 мг N/л. 
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3. Результати аналізу зводять до  в таблиці 5.1. 
Таблиця 5.1 
Результати визначення азоту нітратного у пробах води 
Досліджу-
вані 
зразки 
води 
Об’єм води,  
взятий для 
визна- 
чення, мл 
Концентрація 
NО3
 визначена 
за графіком, 
мг/дм3 
Концентра-
ція NО3
-
,  
мг/дм3 
Концентра- 
ція NО3
-
,  
мг N/дм3 
     
 
Обладнання, реактиви, матеріали: мірні колби на 100 мл; 
фарфорові чашки на 50 мл; піпетки на 1 та 10 мл; скляні палички; 
кювети на 10 мм; КФК-2; дисульфофенолова кислота; їдкий калій 
20% розчин. 
Рекомендована література 
1. Методичні вказівки "Санітарно-вірусологічний контроль 
водних об'єктів" відповідно до статті 40 Закону України "Про 
забезпечення санітарного та епідеміологічного благополуччя 
населення" // Наказ Міністерства охорони здоров’я Україні від 
30.05.2007  № 284. 
 
Робота № 6. Біотестування фітотоксичності ґрунту за 
проростанням насіння крес-салату 
 
Основні поняття 
Фітотоксичність - здатність деяких груп хімічних сполук і 
продуктів метаболізму мікроорганізмів здійснювати негативний 
вплив на рослинні організми, що проявляється у порушенні 
багатьох фізіологічних процесів. 
Нераціональне і науково необґрунтоване застосування різних 
агротехнологій призводить до зміни екологічного стану ґрунтового 
середовища, що в веде до перебудови мікробного ценозу і викликає 
розмноження токсинсинтезуючих мікроорганізмів, накопичення 
токсичних продуктів фенольного ряду, які утворюються в процесі 
розкладу рослинних решток і накопичення фітотоксичних форм 
мікроорганізмів. 
Фітотоксичні форми є в усіх основних груп ґрунтових 
мікроорганізмів, але найбільша їх кількість виявлена серед 
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мікроскопічних грибів (Penicillinase, Aspergillus, Fusarium) та 
бактерій родини Pseudomonas, Bacillus. 
Крім фітотоксинів мікроорганізмів та продуктів розкладу 
залишків сільськогосподарських культур існують також прижиттєві 
виділення надземних органів рослин та їх кореневі виділення. 
Наприклад, при беззмінному вирощуванні конюшини, люцерни, 
льону метаболізм їх кореневих систем призводить до значної 
«ґрунтовтоми» та появи фітотоксичності ґрунту. 
Хімічна природа фітотоксичних речовин (колінів), що 
обумовлюють токсичні властивості ґрунту, дуже різноманітна. Це 
похідні фенолів, хінонів і нафтизину, поліпептиди й інші сполуки.  
Крім того, фітотоксичність ґрунту може обумовлюватись 
внесенням пестицидів, осіданням важких металів, випаданням 
кислотних опадів тощо. 
Розглядаючи фітотоксичність, або «грунтовтому» з 
екологічної точки зору, можна охарактеризувати це явище як кризу 
і дисгармонію в відношеннях рослин і ґрунтового покриву. 
Впровадження біотестування дозволяє істотно скоротити 
обсяг регулярно виконуваних детальних хімічних аналізів. На 
відміну від фізичних та хімічних підходів до оцінки забруднення 
ґрунту, біологічне тестування має прогностичне значення. За 
станом організмів, їх здатності до розвитку можна прогнозувати 
зміни, які очікують біоту при даному рівні забруднення середовища 
проживання (проростання).  
Вибір тест-організмів визначається їх поширеністю, 
простотою утримання й культивування в лабораторії, низькою 
вартістю, легкістю спостережень за дією забруднювачів на організм 
і наявністю простих методик таких спостережень. Одночасно, при 
оцінці субстратів із низьким вмістом токсикантів тест-об'єкт (тест-
організм) повинен бути досить чутливим до присутності в 
середовищі чужорідної хімічної речовини. Крім цього, необхідно 
визначити правила обробки даних і інтерпретації отриманих 
результатів. 
Крес-салат (Lepidium sativum) – однорічна овочева рослина 
род. Капустяні (Brassicaceae), використовується як рання зелень), 
швидко ростуча, відрізняється гарним сходженням, а також дуже 
чутлива до забруднення ґрунтів колінами та важкими металами, а 
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також атмосферного повітря газоподібними викидами 
автотранспорту. 
 
Методика виконання досліджень 
1. Попередньо перевіряють насіння на сходження (відсоток 
пророслого насіння від числа посіяних): норма 90-95% пророслого 
насіння за температури 20-25 ºС за 3-4 доби. Для цього розміщують 
насіння на вкритий фільтрувальним папером просіяний та вологий 
стерильний річний пісок шаром 0,4-0,6 см. Вологість 
досліджуваного зразка ґрунту з піском перед посівом насіння 
повинна бути в межах 70-80% від повної вологоємності. 
2. Дослідний субстрат розміщують у чашках Петрі (проби 
ґрунту, які були відібрані з досліджуваної території) розкладають 
по 100 насінин на приблизно однаковій відстані одна від одної, 
присипають тим же субстратом та зволожують (до 70-80% від 
повної вологоємності). Повторність для кожного варіанту досліду 
та контролю – не менше трьох чашок.   
3. В якості контролю використовують стерильний річний 
пісок. У всіх досліджуваних зразках вага ґрунту в чашках Петрі, а 
також шар нанесеного піску, повинні бути однаковими. 
4. Дослід повинен тривати 4-10 діб при підтриманні 
вологості субстратів та температури приміщення (20-25 ºС) на 
одному рівні.  
5. Кожної доби фіксують дані по кількості пророслого 
насіння (табл. 6.1). 
Таблиця 6.1 
Результати біотестових досліджень з пророщування насіння кресс-
салату 
Субстрат 
Кількість пророслого насіння, % Схожість, 
% 1 доба 2 доба …. 10 доба 
Контроль      
Варіант 1      
Варіант 2      
6. При розрахунках фітотоксичності ґрунту, схожість в 
контролі приймається за 100%. Наприклад, у контролі зійшли 85 
насінин зі 100. А в певному варіанті схожість за середньою 
величиною повторностей становила 21 насінину. 
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Тоді: 85 = 100%; 21 = Х; Х = 25%. 
Отже, фітотоксичність ґрунту, або відсоток інгібування 
схожості обчислюється як: 100 – 25 = 75%. 
7. Необхідно мати на увазі, що на родючому ґрунті 
(гумусовому, добре аерованому) схожість та якість паростків 
завжди краще, ніж на важкому, глинистому.  Тому субстрат краще 
стандартизувати (якщо ґрунти різні) та використовувати водні 
витяжки. 
8. Дані за повторюваністю кожного варіанту обробляють 
математично та визначають достовірність різниці між дослідом та 
контролем за критерієм Стьюдента (р≤0,05). 
9. Рівні забруднення субстрату оцінюють за шкалою: 
- забруднення відсутнє – схожість 90-100%, паростки 
однорідні, щільні, міцні, рівні; 
- забруднення слабке – схожість 60-90%, паростки майже 
однакової довжини, міцні, рівні; 
- забруднення середнє – схожість 20-60%, паростки тонкі та 
короткі порівняно з контролем, деякі можуть мати морфологічні 
порушення; 
- забруднення значне – схожість дуже низька (до 20%) 
паростки дрібні та морфологічно спотворені. 
Обладнання, реактиви, матеріали: проби ґрунту, 
стерильний річковий пісок, насіння крес-салату, чашки Петрі. 
 
Рекомендована література 
1. ДСТУ ISO 22030:2007 «Якість грунту. Біологічні методи. 
Хронічна токсичність для вищих рослин». Київ: 
Держсоживстандарт України, 2006. – 36 с. 
2. ДСТУ ISO 11269-2:2002 «Якість грунту. Визначення дії 
забрудників на флору грунту. Частина 2: Вплив хімічних речовин на 
проростання та ріст вищих рослин». Київ: Держспоживстандарт  
України, 2004. – 22 с. 
3. Симочко, Л. Ю. Біоіндикація і біотестування ґрунтів–
сучасні методичні підходи / Л. Ю. Симочко, О. С. Дем'янюк, В. В. 
Симочко // Науковий вісник Ужгородського університету : серія: 
Біологія / голов. ред. Л.М. Фельбаба-Клушина. – Ужгород, 2017. – 
Вип. 42. – С. 77-81. 
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Робота № 7. Оцінка екологічного стану ґрунтів за 
ферментативною активністю 
Основні поняття 
Оскільки ґрунт є екологічним вузлом зв’язків біосфери, де 
найбільш інтенсивно відбувається взаємодія живої та неживої 
матерії, він акумулює забруднення у значно більших обсягах, ніж 
атмосфера та природні води. В кумулятивному ефекті полягає 
особлива небезпека забруднень ґрунтів. Щоправда, деякі 
забруднювачі можуть швидко інактивуватись в ґрунті (закисні 
форми вуглеводнів, більшість пестицидів, нафтопродукти). У 
самоочищенні ґрунтів від забруднень головну роль відіграють 
ґрунтові мікроорганізми, а швидкість цього процесу, звичайно, 
значно вища, ніж природних вод або атмосфери. 
Для контролю за змінами у ґрунтах, які виникають при 
надходженні до них забруднювачів можна використовувати 
показники, що характеризують ферментативну активність ґрунту. 
Рівень ферментативної активності ґрунту є не тільки важливим 
показником родючості ґрунту та фізіологічних процесів у рослинах, 
які є частиною екологічної підсистеми “ґрунт-рослина”, але й 
характерним показником токсичності полютанта при дії його на 
ґрунт. Оцінка ферментативної активності, дає повне уявлення та 
розкриває механізми функціонування біологічної складової ґрунту і 
дає змогу оцінити та спрогнозувати загальний напрям 
ґрунтоутворення і стан екосистем в цілому. 
Прямий показник ферментативної активності ґрунту це 
інтенсивність розкладу клітковини. Щорічно у ґрунт надходить 
значна кількість рослинних залишків, які на 40-70% складаються з 
целюлози (С6Н10О5)n. Вона стійка до дії фізичних та хімічних 
факторів, але під дією ферментів целюлозо розкладаючих 
мікроорганізмів (ЦРМ) швидко утилізується. ЦРМ здійснюють 
мінералізацію клітковини рослинних залишків, тобто забезпечують 
одну з необхідних ланок кругообігу речовини в біосфері. 
Клітковину розкладають аеробні мікроорганізми (бактерії, 
актиноміцети, гриби) та анаеробні бактерії. 
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При аеробному розкладі глюкоза перетворюється до СО2 і 
Н2О. При анаеробному вона піддається процесу бродіння, в 
результаті якого утворюються чимало органічних речовин (кислоти, 
спирти тощо). 
Інтенсивність целюлозолітичної активності ґрунтів 
визначають за відсотком втрати зразка лляної тканини, що була 
розміщена за профілем ґрунту на певний проміжок часу. Величина 
розкладу тканини більша у ґрунтах з високим ступенем родючості 
та малою кількістю забруднювачів. 
Від ряду хімічних та фізичних властивостей ґрунтів залежить 
і показник каталазної активності. 
У результаті різних біохімічних реакцій окислення в ґрунті 
утворюється отруйний для організмів перекис водню, який здатний 
розкладати фермент каталаза. Каталаза широко представлена в 
клітинах ґрунтових мікроорганізмів. Цей фермент каталізує реакцію 
розкладу перекису водню на воду та молекулярний кисень: 
                                             каталаза 
Н2О2 + Н2О2                     О2  + Н2О 
Метод визначення каталазної активності ґрунту полягає у 
встановленні кількості молекулярного кисню, який виділяється при 
розпаді перекису водню у процесі взаємодії його з ґрунтом 
(газометричний спосіб). 
 
Порядок проведення досліджень 
Для з’ясування активності целюлозо розкладаючих 
мікроорганізмів (целюлозолітичної активності ґрунту) виконуються 
наступні дії: 
1. Готують тестові полотна з непідбіленої лляної тканини, 
розміром 10х30 см. Кожне полотно нумерується та попередньо 
зважується на аналітичних вагах з точністю до 0,1 г. Дані 
заносяться в журнал спостережень. 
2. До кожного полотна акуратно пришиваються 
поліетиленові накладки, які виступають на 1 см з кожного краю 
лляної тканини. 
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Рис. 7.1. Схема виготовлення тестового полотна 
 
3. На ґрунтах досліджуваної території викопуються лунки, в 
яких один бік має бути вертикально зачищений (приладдям з 
інертного матеріалу) на глибину близько 35-40 см. 
4. До зачищеної сторони прикладаються тестові полотна, 
при цьому з ґрунтом контактує лляна тканина. Лунка засипається 
вибраним ґрунтом, а місце прикопки позначається. 
5. Як правило, термін експозиції триває від 10 до 30 днів 
(залежно від температури, вологості ґрунту та завдань досліджень). 
Кожен варіант і контроль витримуються однаковий час та 
передбачають трикратну повторність. В якості контролю слугує той 
самий тип ґрунту на ділянці, що не зазнає негативного впливу 
зовнішніх чинників.  
6. По закінченню експозиції тестові полотна обережно 
відкопують та ретельно вибирають всі фрагменти лляної тканини. 
Кожне полотно розміщують в окремий пакет та доставляють у 
лабораторію. 
7. Ретельно слідкуючи за нумерацією полотен, залишки 
лляної тканини відділяють від поліетиленової накладки, 
промивають водопровідною водою і просушують до повного 
висихання. Після чого проводять їх повторне зважування. 
8. Ступінь розкладу тканини визначають як різницю ваги 
полотна до та після експозиції, виражену у відсотках. 
3
0
 с
м
 
10 см 
1,0-1,5 см 
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9. Про екологічний стан досліджуваного ґрунту судять за 
оціночною шкалою, що наведена у табл. 7.1. 
Таблиця 7.1 
Шкала для оцінки ступені збагаченості ґрунтів ферментами 
Ступінь збагачення ґрунтів 
ЦРМ, 
% 
Каталаза, 
мгО2 /г/хв. 
 1. Дуже бідний 20 менше 1 
2. Бідний 30 1 – 3 
3. Середнє збагачення 38 3 – 10 
4. Збагачений 43 10 – 30 
5. Дуже збагачений 58 і більше більше 30 
 
Каталазну активність ґрунту оцінюють за наступною схемою: 
1. Наважку (1г) ґрунту розміщують у колбу з об’ємом 100 
мл. На дно колби за допомогою пінцета ставлять маленький 
стаканчик з 5 мл 5%-го розчину перекису водню. Колбу щільно 
закривають каучуковим корком зі скляною трубкою, яка приєднана 
до вимірювальної бюретки гумовим шлангом (рис. 7.2). 
2. Початок досліду відмічають за секундоміром у той 
момент, коли стаканчик з перекисом падає і вміст колби 
струшують. Кисень, що виділяється, витісняє з бюретки воду, 
рівень якої відмічають через 0,5; 1; 1,5 та 2 хв. Активність каталази 
виражають в міліграмах О2, що виділився за 1 хвилину на 1 г 
ґрунту. 
 
1 – реакційна колба;  
2 – зажим;  
3 – бюретка з поділками;  
4 – стаканчик для перекису 
водню; 5 – роздільна 
воронка 
 
Рис. 7.2. Газометрична установка для визначення активності 
каталази  
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3. Визначення каталазної активності проводять у 
трикратній повторності для кожної проби ґрунту. За результатами 
трьох кратних вимірювань знаходять середньоарифметичне 
значення (M) із вказанням середньоквадратичного відхилення (±m). 
4. В якості контролю слугує той самий тип ґрунту, що був 
відібраний на ділянці, яка не зазнає негативного впливу зовнішніх 
чинників. 
5. Про екологічний стан досліджуваного ґрунту судять за 
оціночною шкалою, що наведена у табл. 7.1. 
Визначені показники ферментативної активності ґрунту 
можуть також оцінюватись шляхом порівняння відповідних значень 
у варіантах досліду та контролі. Якщо величина відхилення 
становить > 50% - ґрунт характеризується порушенням екологічної 
рівноваги. 
Важливо, що в різних типах ґрунтів та в різні сезони року 
ферментативна  активність змінюється. Тому для адекватної оцінки 
екологічного стану досліди проводять в одному часовому просторі 
та на однорідних типах ґрунтів. 
Обладнання, реактиви, матеріали: лляна тканина, 
поліетилен, голка, нитка, лопата, пластиковий ніж (лопатка), ваги 
аналітичні, проби ґрунту, газометрична установка, секундомір, 
перекис водню (5%). 
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Робота № 8. Оцінка токсичності ґрунту за азотфіксуючою 
активністю бульбочкових бактерій 
 
Основні поняття 
У процесі еволюції деякі мікроорганізми набули здатність до 
життя і розмноження не тільки в ґрунті, на поверхні коренів, але і в 
глибині їх тканин. До таких бактерій належать так звані 
бульбочкові бактерії. 
Бульбочкові бактерії проникають до коренів рослин із ґрунту 
крізь кореневі волоски. На місці проникнення бактерій відбувається 
посилене ділення клітин кореня, завдяки чому формуються бульби. 
Форма і розмір бульб, а також їх розташування на коренях залежать 
як від активності бактерій, так і від виду рослин, на яких вони 
поселяються. Так, у гороху, конюшини і вики бульби утворюються 
у вигляді невеликих округлих здуть у місці розгалуження коренів і 
на кореневих мочках, а у люпину, квасолі, нуту та інших вони 
мають вигляд великих бородавчастих наростів товщиною в кілька 
сантиметрів (рис. 8.1).  
Взаємовідносини бактерій і бобових рослин настільки тісні, а 
обидва організму в цьому симбіозі настільки залежать один від 
одного, що процес засвоєння азоту з атмосфери здійснюється як би 
одним складним організмом. Бактерії отримують від рослин 
вуглеводи, забезпечуючи рослину азотистими сполуками. 
Завдяки такій спільній діяльності бобових рослин і 
бульбочкових бактерій азот повітря стає доступним рослинам і 
накопичується в ґрунті.  
За підрахунками академіка Д. М. Прянішнікова, конюшина 
при гарному врожаї накопичує за вегетаційний період близько 150 
кг азоту, люцерна - 300 кг, люпин - близько 160 кг на 1 га. 
Однорічні бобові рослини (горох, вика, квасоля, соя) накопичують у 
ґрунті від 60 до 100 кг азоту на 1 га. 
Бульбочкові бактерії - облігатні аероби, мають вигляд 
невеликих, злегка вигнутих, рухливих паличок із закругленими 
кінцями, спор не утворюють. У молодих культурах розмір їх 
коливається від 0,5х1 до 1х7 мк. 
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Рис. 8.1. Бульбочки на коренях бобових рослин: 
I - корінь буркуну; II – багато лопатева бульбочка буркуну; III - корінь 
люпину; IV - бульбочки люцерни хмілеподібної; V – бульбочки  
конюшини; VI - бульбочки середели; VII - бульбочкові бактерії (а), 
бактероїди (б), проникнення бактерій в кореневий волосок (в), 
бактероїдний  тяж (г); VIII - бульбочка люпину в розрізі: 1 - бактероїдна 
тканина; 2 - кора бульби; 3 - пробкова тканина; 4 - водоносні трахеїди; 5 - 
деревина кореня, 6 - камбій кореня; 7 - луб'яні волокна; 8 - відмираюча 
первинна кора 
 
Поряд з паличкоподібними зустрічаються дуже дрібні рухливі 
комкоподібні форми - живчики, а також великі, сильно роздуті, 
колбоподібні, грушоподібні або видовжені гіллясті клітини, які 
називають бактероїдами. Вважають, що саме в цій бактерійній 
формі бульбочкові бактерії найбільш енергійно засвоюють азот з 
атмосфери. Рух молодих бактерій здійснюється за допомогою 
джгутиків, розташованих у різних видів неоднаково. У одних 
бульбочкових бактерій є кілька джгутиків, які відходять з обох 
сторін клітини, у інших - один, який відходить від кінця клітини під 
прямим кутом. 
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Бульбочкові бактерії окремих видів рослин мають деяку 
різноманітність морфологічних форм. Так, бульбочкові бактерії 
конюшини більш товсті і короткі (до 2 мк), вкриті слизом; у гороху 
і вики довжина паличок сягає 3,5-4 мк, а великі бактерії люпину і 
квасолі (3,5 мк) сильно зігнуті і вкриті слизом. Бактерії люцерни, 
конюшини і квасолі мають в препаратах характерне зірчасте 
розташування клітин. 
Бульбочкові бактерії мають вибіркову здатність вступати в 
симбіотичні взаємини з різними бобовими рослинами. Певний вид 
бактерій утворює бульби і активно фіксує азот тільки з певним 
видом або групою видів бобових рослин. 
Бульбочкові бактерії проявляють високу чутливість до 
забруднення середовища, що проявляється в зміні їх азотфіксуючої 
активності та загальної чисельність колоній. Ця особливість 
дозволяє використовувати бульбочкові бактерії для індикації 
токсичності ґрунтів сільськогосподарських угідь та природних 
фітоценозів. Зокрема, за наявності в ґрунті надлишкових 
концентрацій свинцю, миш’яку, цинку, кадмію, стронцію, або появі 
нафтопродуктів та інших токсикантів порушується кислотний 
режим розчину в кореневому шарі, що призводить до зниження 
леггемоглобіну в азотфіксуючих бульбочках та, відповідно, до 
зникнення їх забарвлення (рожевого чи червоного). 
 
Порядок проведення досліджень 
1. На досліджуваній території у період 2-3 тижнів після 
весняного відростання трав’янистих бобових рослин (конюшина, 
люцерна, еспарцет, буркун, козлятник, астрагал та ін.) збирають від 
3 до 5 рослин певного виду, викопуючи їх разом із кореневою 
системою на глибину 15-20 см. Рослини слід відбирати за 
оптимальної вологості ґрунту (60-70%) та оптимальної температури 
для бульбочкових бактерій (не нижче 10-15 ºС). 
2. Підраховують кількість кореневих бульбочок у виборці 
певної ділянки, шляхом сумації їх кількостей на кожній вилученій з 
ґрунту рослині. 
3. Всі бульбочки акуратно надрізають скальпелем та 
візуально оцінюють наявність в них рожевого чи червоного 
забарвлення.  
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4. За відсотковим співвідношенням забарвлених бульбочок 
до їх загальної кількості в виборці судять про ступінь токсичності 
ґрунту: 
- у разі забарвлення більше 50% бульбочок -  задовільний; 
- забарвлення 20-50% - екологічний ризик; 
- забарвлення менше 20% - екологічна криза. 
5. Результати зводять у вигляді таблиці 8.1. 
Таблиця 8.1 
Результати оцінки токсичності ґрунту за окрасом бульбочкових 
бактерій бобових трав’янистих рослин 
№ 
ді-
лян-
ки 
Вид і 
кількість 
вилуче-
них 
рослин 
Загальна 
кількість 
виявлених 
бульбочок 
Середня 
кількість 
бульбочок 
на одній 
рослині 
Кількість 
зафарбо-
ваних 
бульбочок 
Відсоток 
зафарбованих 
бульбочок 
відносно їх 
загальної 
кількості у 
виборці 
Ступінь 
токсичності 
ґрунту 
       
       
 
6. Для виділення бульбочкових бактерій у чисту культуру 
здійснюють посів зі свіжої бульбочки на поживне середовище 
наступного складу: бобовий бульйон (100 г гороху на 1000 мл); 
сахароза (10 г); калій фосфорнокислий (1,0 г); агар (15,0 г).  
7. Середовище розливають у пробірки (по 15-20 см3) та 
стерилізують у автоклаві за 1 атм. протягом 30 хв. 
8. Для посіву обирають свіжий корінь бобової рослини з 
добре розвиненими бульбочками. Корінь промивають у воді та 
відрізають від нього найбільш крупні бульбочки. Для знищення 
поверхневої мікрофлори бульбочки занурюють на 5 хв. у розчин 
0,1% сулеми, а потім промивають стерильною водою і спиртом. 
Залишки спирту з бульбочки видаляють фільтрувальним папером та 
обпалюванням. 
9. Оброблені бульбочки переносять стерильним пінцетом у 
стерильну чашку Петрі або на предметне скло і розрізають на дрібні 
частини стерильним скальпелем. Бактеріологічною петлею беруть 
шматочок бульбочки або її вміст та вносять до пробірки з 
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розплавленим та охолодженим до 35-40 ºС поживним середовищем. 
Після ретельного перемішування матеріалу середовище переносять 
до стерильної чашки Петрі. Чашки з посівом розміщують у 
термостат із температурою 25 ºС. Через кілька днів на поверхні 
поживного середовища відбудеться ріст бульбочкових бактерій у 
вигляді дрібних білуватих слизових колоній. Проводять 
порівняльний опис  колоній бульбочкових бактерій, які висівали з 
рослин, відібраних на ґрунтах із різним ступенем забруднення. 
10. Для розгляду бактерій під мікроскопом виготовляють 
мазки. Для цього розрізають бульбочку на дві частини. Місце зрізу 
проколюють кілька разів препарувальною голкою для руйнування 
клітин бульбочки. Зі зруйнованої бульбочки відціджують краплину 
рідини на предметне скло, розбавляють її краплиною дистильованої 
води та виготовляють мазок. Після підсихання мазка його фіксують 
на полум’ї та зафарбовують фуксином або метиленовим синім. 
Підраховують середню кількість бактерій у полі зору на кожному 
препараті. Проводять порівняльний опис  їх чисельності для рослин, 
відібраних на ґрунтах із різним ступенем забруднення. 
11. На підставі отриманих даних роблять узагальнення щодо 
екологічного стану досліджуваного ґрунту. 
 
Обладнання, реактиви, матеріали: мікроскоп, термостат, 
скальпель, чашки Петрі, бактеріологічна петля, пінцет, 
препарувальні голки, предметні скельця, мікроскоп, пробірки, 
сахароза, калій фосфорнокислий, агар, розчин сулеми (0,1%), спирт, 
фуксин або метиленовий синій, дистильована вода. 
 
Рекомендована література 
1. Казеев К. Ш., Колесников С. И., Вальков В. Ф. 
Биологическая диагностика и индикация почв: методология и 
методы исследований. Ростов н/Д: Изд-во Ростов. ун-та, 2003. 204 с. 
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Робота 9.  Цитофізіологічний метод оцінки токсичності водного 
середовища за швидкістю руху хлоропластів 
 
Основні поняття 
Одним із показників, що характеризує забезпеченість клітини 
енергією (АТФ), є наявність руху цитоплазми. За сприятливих умов 
цитоплазма рослинних клітин постійно рухається. На зовнішні та 
внутрішні впливи клітина відповідає змінами цього руху, його 
швидкості. Зміни рухливості цитоплазми пов’язують зі зміною 
проникності поверхневої мембрани до йонів, або інших токсичних 
сполук, які можуть бути активаторами або інгібіторами АТФ-ази і 
впливати на рівень АТФ у клітині. Вважається, що зміни 
внутрішньоклітинної концентрації АТФ, зумовлені дією 
ушкоджуючих агентів, впливають на організацію актиноподібних 
феламентів цитоплазми, що своєю чергою спричинює зміни 
в’язкості цитоплазми та швидкості її руху. 
Для спостереження за рухом цитоплазми краще 
використовувати водні рослини (валіснерію, елодею, наяду), які на 
препараті залишаються у своєму природному середовищі. 
Найпоказовішим цитофізіологічним показником є ротаційний рух 
протоплазми, який здійснюється уздовж клітинних стінок. 
Рухаючись, цитоплазма захоплює з собою великі органели – 
хлоропласти, а іноді й ядро, завдяки яким полегшується 
спостереження за змінами швидкості цього руху. Характерною 
особливістю ротаційного руху є те, що цитоплазма рухається в 
одному напрямку, ніби обертається навколо центра клітини. 
Швидкість цього руху, як у нормі, так і під впливом токсичних 
речовин легко визначити за допомогою секундоміра та окуляр-
мікрометра. Лінійна швидкість руху під час ротації в нормі 
незначна: у валіснерії за температури 18-23 оС вона становить                   
10-20 мкм/с, елодеї – 10-15 мкм/с, наяди – 15-20 мкм/с. 
Рух у непошкоджених клітинах розпочинається не відразу 
після препарування, а розпочавшись, на препараті триває днями, 
зберігаючи початкову швидкість до відмирання клітини. 
Для спостереження за рухом цитоплазми в клітинах 
гідрофітів не потрібно виготовляти зрізи, оскільки тканини цих 
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рослин складаються лише з кількох шарів клітин, кожний з яких 
можна мікроскопіювати. 
Метод можна застосовувати неодноразово на тих самих 
клітинах, а це важливо у ході вивчення змін пошкодженої клітини в 
часі, тоді як багаторазове використання деяких інших методів 
неможливе, або може призвести до небажаного викривлення 
результатів (наприклад, багаторазовий плазмоліз).  
Визначення наявності та швидкості руху цитоплазми не 
потребує довготривалості експерименту, його можна використати 
для вивчення первинної чутливості клітин. 
Метод має кількісний вираз за п’ятибальною шкалою 
визначення ступеня токсичності водного середовища (від 
нетоксичного до летального), який дає змогу градуювати 
токсичність водного середовища в межах п’яти груп стосовно 
біологічної складової водойми. 
 
Порядок проведення досліджень 
1. Дослідні рослини (валіснерія, елодея, наяда) експонують у 
зразках досліджуваної води на світлі протягом 1 год. 
2. Після закінчення експозиції з листків рослин виготовляють 
тимчасові препарати і під світловим мікроскопом проводять 
спостереження. Варто брати до уваги, що в рослин елодеї та наяди 
використовують верхівкові пагони, у валіснерії – частину рослини 
біля основи, де розташовані молоді клітини, що зберігають рух 
цитоплазми. 
3. Швидкість руху визначають за допомогою окуляр-
мікрометра, фіксуючи час проходження хлоропластом однієї, або 
кількох поділок за допомогою секундоміра. 
4. Швидкість руху хлоропластів обчислюють за формулою: 
V= S / t                                                 (9.1) 
де V – швидкість руху хлоропластів, ум. од./с; S – відстань, 
яку проходить хлоропласт, ум. од.; t – час, за який хлоропласт 
проходить певну відстань, с. 
5. Дані записують у таблицю 9.1 і роблять висновки про 
токсичну дію досліджуваного водного середовища. 
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Таблиця 9.1 
 Швидкість руху хлоропластів у клітинах водних рослин 
№  
про- 
би 
 
Час 
руху 
хлоро- 
пластів, 
с 
Швидкість 
руху 
цитоплазми, 
ум.од./с 
Швидкість 
руху 
цитоплазми, 
% до 
контролю 
Відхилення 
від 
контролю, 
% 
Ступінь 
токсич-
ності 
Група 
токсич- 
ності 
       
 
Прояв токсичної дії визначають за п’ятьма групами: 1 – немає 
токсичності (80-120 %); 2 – слабка токсичність (50-80, 120-150 %); 3 
– середня токсичність (20-50, 150-180 %); 4 – висока токсичність 
(10-20,180-250 %); 5 – летальна токсичність (0-10, більше 250 %). 
Обладнання, реактиви, матеріали: Водні рослини 
(валіснерія, елодея та наяда); біхромат калію; мікрометр, 
секундомір, світловий мікроскоп, склянки на 100 мл, предметні 
стекла та накривні скельця, піпетки на 10 мл, мірні колби на 100 мл. 
 
Рекомендована література 
1. Смирнова Н.Н., Сиренко Л.А. Цитофизиологический 
метод экспресс-оценки токсичности природных вод // Гидробиол. 
журн. – Т. 29, №4, 1993. С. 95-101. 
 
Робота 10.  Біотестування токсичності природних і стічних вод з 
використанням гіллястовусих ракоподібних (Cladocera) 
 
Основні поняття 
Подекуди, токсичність води обумовлена наявністю речовин у 
таких низьких концентраціях, які неможливо ідентифікувати через 
недостатню чутливість або ж відсутність аналітичного методу. В 
таких випадках застосовують біотестування. Певні показники 
життєдіяльності організмів тест-об’єктів реагують не тільки на малі 
дози негативних факторів, але й дають змогу виявити синергізм, 
потенціювання або інгібування одночасно діючих чинників. 
В якості тест-об'єкта для токсикологічних дослідів найчастіше 
обирають гіллястовусих ракоподібних (Cladocera) – представників 
дрібного прісноводного планктону, які володіють значною 
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фільтраційною здатністю та мають короткий біологічний цикл 
розвитку, що дає можливість простежити дію токсичних речовин на 
ряді поколінь при відносно невеликій тривалості досліду (до 1-2 
місяців).  
Основним видом, що легко культивується в лабораторних 
умовах, є Daphnia magna Straus, відома також як водяна блоха   
(рис. 10.1). В природних умовах цей вид живе в дрібних стоячих і 
слабопроточних водоймах із вмістом кисню від 2 мг/л і більше, 
харчується бактеріями, фітопланктоном і детритом. 
 
 
Рис. 10.1. Зовнішня та внутрішня будова самки дафнії: А) 1 – 
складне око; 2 – перша антена; 3 – рот; 4 – перший тулубний 
відросток; 5 – щиток; 6 – анальний отвір; 7 – ембріони в виводковій 
камері; 8 – яєчник; 9 – серце; 10 – щелепа; 11 – мозок; 12 – друга 
антена. Б) 1 – перша антена; 2 – друга антена; 3 – черевний відділ; 4 
– середня кишка; 5 – тельсон; 6 – кінцеве розгалуження; 7 – серце;  
8 – щелепа. 
 
Для токсикологічних досліджень необхідно мати чисту 
культуру самок. Для культивування відбирають 30-40 самок з 
природної водойми та розміщують у кристалізатор або інший посуд 
ємністю 2-5 л. Для уникнення загибелі рачків їх адаптують до 
лабораторних умов, поступово додаючи нову воду. Культура дафній 
вирощують за щільності популяції не більше 25 крупних особин на 
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1 л води. Годування проводять 1 раз на добу одноклітинними 
зеленими водоростями, або 1-2 рази на тиждень суспензією 
пекарських дріжджів, які попередньо ретельно розтирають у ступці 
та розчиняють у воді з акваріуму, або вареним жовтком яйця. Один 
раз на тиждень наявний на дні посудини осад видаляють скляною 
трубочкою та замінюють воду на половину об’єму. Повітря в 
приміщенні, де вирощують дафній, повинне бути без шкідливих 
домішок із температурою +18 ºС - +22 ºС. Освітлення здійснюється 
лампами 40 ват протягом 8-10 годин на добу. 
За 3-4 доби до початку біотестування 30-40 дафній із 
виводковими камерами заповненими зародками та яйцями 
пересаджують у 1-2 літрові ємності (стакани, кристалізатори) з 
акваріумною водою, до якої попередньо внесений корм. Після 
появи молоді (кожна самка може дати від 10 до 40 молодих дафній) 
дорослих особин видаляють за допомогою скляної трубки, а 
одноденну молодь використовують для біотестування. Необхідна 
для тестування кількість дафній визначається числом 
досліджуваних проб води. Так, для дослідження однієї проби з 
одним контролем у трикратній повторності необхідно 60 дафній (до 
кожної ємності для тестування розміщують 10 рачків). 
Для більш точних токсикологічних досліджень 
використовують покоління від однієї самки, чим забезпечується 
генетична однорідність матеріалу та максимально виключається 
можливість розкиду отриманих даних за рахунок індивідуальної 
мінливості. До заповнених водою стаканів на 200-250 мл та 
попередньо внесеним кормом висаджують по одній 3-5 одновікових 
статевозрілих самок. Після появи молоді беруть рачків 2-4-денного 
віку зі стакану, де їх з’явилось найбільше та переносять у ємність на 
2-5 л, де проводять подальше культивування. Для досліджень 
використовують другий виводок. Щільність посадки така ж, як і для 
дорослих дафній (20-25рачків на 1 л води). 
Для культивування дафній, приготування робочих розчинів, 
розведення стічної води та для контролю рекомендується вода 
середньої жорсткості (2,5-5,3 екв/дм3) із нейтральною реакцією 
середовища (рН=7), яку відбирають з чистої прісноводної водойми, 
акваріуму, або відстоюють та пропускають крізь вугільний фільтр 
водопровідну воду. Воду наливають у скляний посуд, витримують 3 
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дні при кімнатній температурі та аерують акваріумним 
компресором. 
Взагалі, дію токсичних речовин відносно організмів 
розділяють на гостру та хронічну. Виділяють також пряму, 
опосередковану, вибіркову та залишкову токсичність. З метою 
оцінки того чи іншого виду токсичності застосовують різні досліди. 
Гострий дослід це короткочасне біотестування (до 96 год.), 
що дозволяє визначити гостру токсичну дію води на дафній за 
показником їх виживаності. Облік дафній, що вижили, проводять 
через 1, 6, 24, 48, 72 і 96 год. У гострому досліді досліджуються 5-7 
розведень стічної води або концентрації речовини. Коефіцієнт 
розведення складає 2-20 в залежності від токсичності 
досліджуваних вод. Токсичність хімічних сполук випробовують 
також з концентраціями 10-100 мг/л. 
Хронічний дослід слугує для глибокого дослідження 
властивостей природних вод і окремих речовин. Дозволяє 
визначити хронічну токсичну дію води на дафній по показниках їх 
виживаності і плодючості. Показником виживаності служить 
середня кількість самок дафній, що вижили протягом біотестування, 
показником плодючості − середня кількість молоді, яка була 
отримана в виводку під час біотестування (у перерахуванні на одну 
самку, що вижила). Критерієм токсичності є достовірна 
відмінність від контролю показника виживаності або плодючості 
дафній. 
 
Порядок проведення досліджень  
1. При оцінках гострої токсичності стічних вод, у хімічні 
стакани наливають стічну воду, яку відібрали до та після 
проходження очисних споруд (по 200 мл у трикратній повторності). 
Контролем слугує очищена або акваріумна вода.  
2. У кожен стакан розміщують по 10 рачків у віці 2-4 доби. 
Для цього піпеткою з широким кінчиком відловлюють дафній із 
ємності для культивування та  висаджують на предметне скло. 
Тонкою піпеткою забирають воду зі скла, а дафній змивають у 
приготовлений стакан тією ж водою, яка в ньому знаходиться.  
Дафній спочатку розміщують у контрольні, а потім у дослідні 
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стакани, починаючи з найменшої концентрації. При проведенні 
досліду їх не годують. 
3. Після проходження 1, 2, 4, 8, 24, 48 та 96 год. знімають 
результати за числом живих особин. Ті рачки, які протягом кількох 
секунд після легкого струшування стакану не починають рухатись 
знову, вважаються загиблими, незважаючи на те, що їх антени 
можуть бути рухливі. Отримані результати зводять у вигляді 
таблиці 10.1. 
4. На підставі підрахунку кількості живих дафній у контролі 
та досліді визначають середні арифметичні, які використовують для 
розрахунку кількості загиблих особин у досліді відносно контролю 
за формулою: 
                                    (10.1) 
де А – кількість загиблих дафній у досліді, відносно контролю, %; 
- середнє арифметичне кількості живих дафній у контролі, шт.; 
- середнє арифметичне кількості живих дафній у досліді, шт. 
Результати зводять у вигляді таблиці 10.2. 
Таблиця 10.1 
Виживаність дафній у гострому досліді зі стічною водою 
підприємства 
Час, 
годин 
Контроль 
Розведення 
1:3 
Розведення 
1:5 
Розведення 
1:10 
Розведення 
1:15 
Номер 
проби 
Номер проби Номер проби Номер проби Номер проби 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
1                
2                
…                
96                
 
1. При огляді стаканів тих дафній, що загинули видаляють 
піпеткою, починаючи з найменш концентрованого розчину, кожен 
раз піпетку ретельно промивають. Для контроля користуються 
окремою піпеткою. При загибелі дафній у контролі >10% дослід 
повторюють. 
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Таблиця 10.2 
Виживаність дафній відносно контролю 
Час, 
годин 
Контроль 
Розведення 
1:3 
Розведення 
… 
Розведення  
1:15 
серед-
нє 
% до 
контролю 
серед-
нє 
% до 
контролю 
серед-
нє 
% до 
контролю 
серед-
нє 
% до 
контролю 
1         
2         
…         
96         
 
2. При загибелі 50% дафній, концентрація вважається 
сильнотоксичною (середньолетаьною) та позначається ЛК50. При 
загибелі 100% особин концентрація вважається летальною (ЛК100). 
Мінімальна концентрація, за якої дафнії не гинуть позначається 
ЛК0. Якщо за період досліджень загибелі дафній не відбувається, за 
будь-якого розбавлення, це означає, що вода не є токсичною. При 
загибелі 20% особин, концентрація вважається шкідливою. 
3. Умови проведення хронічних дослідів аналогічні описаним 
вище гострим дослідам. Тривалість хронічного досліду 21 доба і 
більше.  При цьому, крім виживаності оцінюється плодючість 
(реальна і потенційна, в перерахуванні на одну дафнію під час 
досліду), розміри дафній та кількість линьок. 
Обладнання, реактиви, матеріали: кристалізатори об’ємом 
1-5 л; стакани хімічні на 200-250 мл; піпетки мірні на 1, 2, 5, 10 мл; 
скляна трубка з грушою; конічна колба на 1-2 л; предметні скельця; 
лійки скляні; бінокуляр.  
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